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ПОВЫШЕНИЕ УРОВНЯ ПЕПТИДИЛ-АРГИНИН  
ДЕИМИНАЗЫ 4 ТИПА В КРОВИ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 
МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИХ ПОДТИПАХ  
РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Терешин О.С.1, Семенова А.Б.1, Важенин А.В.1, Долгушин И.И.2, 
Никушкина К.В.2, Никонова Т.И.2
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2 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
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Резюме. Уровень фермента пептидил-аргинин деиминазы 4 типа был определен в образцах 
сыворотки крови 98 первичных пациенток с раком молочной железы в период с января 2017 
по апрель 2018 года. Они были разделены на 5 подгрупп на основании данных стандартного 
ИГХ: группа 1 – люминальный рак А, группа 2 – люминальный B HER2 негативный рак, 
3 – люминальный B HER2 положительный, 4 – нелюминальный HER2 положительный и 
группа 5 – тройной негативный рак. Образцы крови (сыворотки) были забраны до начала 
любого вида специального лечения и в 41 случае также спустя 15-24 дня после радикальной 
операции. Контрольные образцы были взяты у 20 здоровых женщин. Уровень фермента опре-
делялся с помощью Human PAD-4 ELISA Kit (Wuhan Fine Biotech Co., Ltd, КНР) на автома-
тическом анализаторе ADALTIS Personal LAB (Adaltis S.r.l., Италия). Статистический анализ 
проводился с применением IBM SPSS Statistics 19.

Среднее значение уровня фермента в сыворотке крови до начала лечения было 9,0 нг/мл 
и не изменилось в группе повторных измерений после операции. Средний уровень фермента 
в 5 исследуемых подгруппах был следующим: группа 1 – 11,05 нг/мл, группа 2 – 11,9 нг/мл, 
группа 3 – 10,8 нг/мл, группа 4 – 7,99 нг/мл, группа 5 – 9,9 нг/мл. Средний уровень фермента 
у здоровых женщин оказался значимо ниже – 1,5 нг/мл (0,0-2,0) нг/мл, чем у пациенток с 
раком молочной железы (U-критерий Манна–Уитни, U = 38,500, p < 0,001). Также уровень 
фермента был выше в группах более благоприятного по прогнозу люминального рака, однако 
для статистической значимости необходимо больше наблюдений.

Ключевые слова: рак молочной железы, молекулярно-биологический подтип, противоопухолевый иммунитет
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INCREASED SERUM LEVEL OF PEPTIDYL ARGININE 
DEIMINASE TYPE 4 IN VARIOUS MOLECULAR BIOLOGICAL 
SUBTYPES OF BREAST CANCER
Tereshin O.S.a, Semenova A.B.a, Vazhenin A.V.a, Dolgushin I.I.b,  
Nikushkina K.V.b, Nikonova T.I.b
a Chelyabinsk Regional Cinical Center of Oncology and Nuclear Medicine, Chelyabinsk, Russian Federation 
b South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Level of enzyme peptidyl arginine deiminase type 4 (PAD-4) was determined in serum 
samples collected from 98 females with primary breast cancer within January, 2017 – April, 2018 
divided into 5 groups according to immunohistochemistry data: group 1 – luminal A cancer, 2 – 
luminal B Her-2 negative, 3 – luminal B Her-2 positive, 4 – non-luminal Her-2 positive, 5 – triple 
negative cancer. Samples were collected prior to the onset of any anti-cancer treatment, and in 41 
cases – 15-24 days after performing radical surgery. Control samples were obtained from 20 healthy 
females. Serum PAD-4 level was measured with Human PAD-4 ELISA Kit (Wuhan Fine Biotech Co., 
Ltd, China) on automatic analyzer ADALTIS Personal LAB (Adaltis S.r.l., Italy). Statistical analysis 
was performed by using software IBM SPSS Statistics 19. Mean serum PAD-4 level before treatment 
was 9.0 ng/ml that did not change after surgery. However, mean PAD-4 level for healthy females 
was 1.5 ng/ml (0.0-2.0) ng/ml that significantly differed from cancer group (Mann–Whitney U test, 
U = 38.500, p<0.001). In contrast PAD-4 level in various cancer groups was: group 1 – 11.05 ng/ ml, 
group 2 – 11.9 ng/ml, group 3 – 10.8 ng/ml, group 4 – 7.99 ng/ml, group 5 – 9.9 ng/ ml. Thus, 
level of serum PAD-4 was higher in groups with more favorable luminal cancer, but further research 
is needed to make definitive conclusions.

Keywords: breast cancer, molecular-biological subtype, tumor immune response

Введение
Появление в практической онкологии но-

вых препаратов с иммунотерапевтическим 
механизмом действия усиливает внимание 
исследователей к давно изучаемым вопро-
сам противоопухолевого иммунитета и роли в 
нем нейтрофилов. В частности, вызывает ин-
терес формирование из нуклеиновых кислот 
нейтрофила при участии фермента пептидил-
аргинин деиминазы 4 типа (peptidyl arginine 
deiminase type 4, PAD-4) нейтрофильной вне-
клеточной ловушки (neutrophil extracellular 
trap – NET) и значение этого явления в он-
кологии. Наиболее хорошо изученная роль 
ловушек – захват бактерий и патогенов, в то 
время как их возможная роль в противоопу-
холевом иммунитете оценивается по-разному. 
Tohme S. и соавт. при исследовании пациен-
тов, которым произведена резекция печени 
по поводу метастазов колоректального рака, 
обнаружили, что при интенсивном формиро-
вании NET в тканях безрецидивная выжива-
емость снижалась более чем в 4 раза. Авторы 
также отмечают, что в экспериментальной 

модели на мышах подобный негативный эф-
фект был преодолен путем разрушения NET 
ферментом ДНКазой или подавлением ак-
тивности пептидил-аргинин деиминазы [11]. 
Berger-Achituv S. и соавт. обнаружили NET в 
образцах опухоли у 2 из 8 пациентов педиа-
трической клиники, получавших химиотера-
пию с диагнозом «саркома Юинга». У обо-
их произошел ранний рецидив в сроки 12-18 
мес. У шести пациентов без NETs рецидив не 
наступил при сроках наблюдения от 13 до 43 
мес. Авторы делают вывод, что образование 
NET опухоль-ассоциированными нейтрофи-
лами (tumor associated neutrophil) имеет про-
туморогенный эффект при саркоме Юинга и 
может рассматриваться как негативный про-
гнозный фактор [1]. Поскольку ключевую 
роль в процессе формирования NETs играет 
пептидил-аргинин деиминаза 4 типа (PAD-4), 
осуществляющая цитруллинизацию гистонов 
в нейтрофилах [7, 14], роль этого фермента в 
реализации противоопухолевого иммунитета 
заслуживает отдельного внимания. Цитрул-
линизация – один из более 200 известных 
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на сегодня вариантов посттрансляционных 
модификаций генома, приводящих к изме-
нению структуры и функции белков. Кон-
вертирование пептидил-аргинина в пепти-
дил-цитруллин впервые описано Rogers G. и 
Simmonds D. в 1958 г., при исследовании про-
теинов волосяного фолликула [8]. На сегодня 
известно 5 изоэнзимов: PAD-1-4 и PAD-6, с 
индивидуальной специфичностью, таргетны-
ми субстратами и распределением в тканях. 
Так, PAD-1, PAD-3 обнаруживаются в эпи-
дермисе и волосяных фолликулах, PAD- 2 – в 
ЦНС, селезенке, скелетных мышцах, лейко-
цитах, PAD-4 – в лимфоцитах крови, макро-
фагах, нейтрофилах, клетках молочной желе-
зы и целом ряде злокачественных опухолей, 
PAD- 6 – в ооцитах, эмбриональных стволо-
вых клетках [12]. В нормальных физиологи-
ческих условиях ферменты неактивны. Для 
активации необходим высокий уровень каль-
ция, что происходит, например, при смерти 
клетки, когда кальций проходит из внекле-
точного пространства через разрушенную 
клеточную оболочку или высвобождается из 
внутриклеточных структур [6]. После акти-
вации они осуществляют цитруллинизацию 
структурных протеинов, таких как виментин, 
филаггрин, гистоны H1, H2A, H3, H4, и ряда 
других [4, 9]. Роль PAD-4 в развитии онколо-
гических заболеваний активно изучается.

Chang X. и соавт. провели исследование 
уровней PAD-4 в крови и тканях в норме и 
при различных заболеваниях, включая опу-
холи. При иммуногистохимическом иссле-
довании образцов ткани экспрессия PAD-4 
выявлена при всех видах исследованных со-
лидных злокачественных опухолей с разной 
частотой и более чем в 40% при лимфомах. 
Экспрессия PAD-4 в 96,8-100% была обна-
ружена при раке молочной железы, мочевого 
пузыря, яичников, остеосаркоме, раке легко-
го (аденокарциноме), желудка, печени, кожи, 
эндометрия, хондроме; в 84-95% – еще при 
нескольких видах рака. При этом значимо-
го повышения уровня не было найдено при 
лейомиоме желудка, миоме матки, гиперпла-
зии эндометрия, нейрофиброме, шванноме и 
ряде других доброкачественных опухолей. Из 
150 исследованных образцов рака молочной 
железы экспрессия PAD-4 выявлена в 96% 
случаев (144 образца из 150), а при фибро-
аденоме молочной железы – только в 6,5% (5 
из 79 случаев). Уровень mРНК, кодирующей 
PAD-4, при фиброаденомах молочной желе-
зы был ниже, чем при раке, но выше, чем в 

здоровых тканях. Также было проведено 1121 
исследование уровня PAD-4 в крови (метод 
ELISA). Забор крови у пациентов со злока-
чественными опухолями производился за 4-6 
дней до удаления опухоли и повторно – после 
операции, а также тесты были проведены у 
пациентов с доброкачественными новообра-
зованиями, неопухолевыми воспалительны-
ми заболеваниями и здоровых добровольцев. 
Уровень PAD-4 в крови был значимо повы-
шен у пациенток с раком молочной железы 
(n = 112), гепатоцеллюлярной карциномой, 
раком легкого, пищевода, желудка, толстой и 
прямой кишки, поджелудочной железы, яич-
ника, простаты, шейки матки и мочевого пу-
зыря (p < 0,01), но не был повышен при раке 
эндометрия и щитовидной железы, миоме 
матки. После удаления опухоли уровень фер-
мента значительно уменьшался при раке мо-
лочной железы, гепатоцеллюлярной карцино-
ме, раке легкого, желудка, толстой и прямой 
кишки, поджелудочной железы (p < 0,05). 
Пациенты с фиброаденомой молочной желе-
зы, аденомой щитовидной железы, гепатита-
ми А и В, циррозом печени, пульмонитом, 
острым панкреатитом или аппендицитом 
имели более высокий уровень фермента, чем 
здоровые, а при циррозе печени – даже более 
высокий, чем при злокачественных новооб-
разованиях [3]. Позднее авторы высказыва-
ли предположение, что обнаруженное ими 
исчезновение CD34 с поверхности опухоле-
вых клеток, экспрессирующих PAD-4, может 
быть компонентом защиты опухолевой клет-
ки от иммунной системы. По их мнению, по-
вышенный уровень активности PAD в опу-
холевой ткани, цитруллинизация гистонов и 
структурных протеинов могут приводить к 
дисрегуляции экспрессии генов, в том числе 
генов-супрессоров опухолевого роста, стиму-
лируя туморогенез и подавляя апоптоз [2]. По 
данным Guo Q., цитруллинизация при уча-
стии PAD-4 протеина «ингибитор роста 4» 
(ING4) предотвращает связывание послед-
него с геном p53, подавляя соответствующий 
сигнальный путь, что стимулирует пролифе-
рацию [5]. Данные о роли PAD-4 в развитии 
опухолевого заболевания противоречивы. 
Stadler S. и соавт. считают, что PAD-4 сни-
жает инвазивные свойства рака молочной 
железы in vitro и in vivo. В этом исследова-
нии, проведенном на культуре клеток РМЖ 
и ксенографте у лабораторных животных, 
подавление активности PAD-4 приводило к 
увеличению эпителиально-мезенхимальных 
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переходов и инвазии [10]. По мнению других 
авторов, роль PAD-4 в туморогенезе и тече-
нии опухолевого процесса разнонаправленна 
при разных видах опухолей [13].

Несмотря на уже проведенные исследова-
ния, убедительно продемонстрировавшие по-
вышение уровня PAD-4 при раке молочной 
железы и целом ряде других злокачественных 
опухолей, наши знания о роли фермента в 
возникновении и развитии заболевания весь-
ма ограничены. В доступной нам литерату-
ре оценка уровня фермента при различных 
молекулярно-генетических подтипах РМЖ 
не проводилась, что является свидетельством 
актуальности исследования. 

Цель исследования – определить уровень 
фермента PAD-4 в крови первичных паци-
енток с раком молочной железы различных 
молекулярно-генетических подтипов.

Материалы и методы
Исследован уровень пептидил-аргинин де-

иминазы 4 типа (PAD-4) в сыворотке крови 
98 первичных пациенток с диагнозом «рак 
молочной железы», проходивших лечение 
в ГБУЗ «Челябинский областной клиниче-
ский центр онкологии и ядерной медицины» 
с января 2017 по апрель 2018 года. В иссле-

дуемой группе больше всего было пациенток 
со 2-й стадией заболевания – 44, с 1-й ста-
дией – 29, с 3-й стадией – 22, с 4-й стади-
ей – 3. Пациентки с 4-й стадией получали 
химиотерапевтическое лечение, все осталь-
ные были радикально прооперированы, из 
них 15 – после завершения дооперационной 
химиотерапии. Забор крови производился до 
начала любого вида специального лечения 
и в 41 случае – повторно после радикальной 
операции. В качестве контроля использованы 
образцы сыворотки крови, взятые у 20 здоро-
вых женщин-доноров областной станции пе-
реливания крови. Средний возраст женщин 
в исследуемой группе – 54,2 года (31-79), 
в контрольной – 55,6 лет. Исследование фер-
мента проводилось с помощью Human PADI4 
(Peptidyl arginine deiminase type IV) ELISA Kit 
(Wuhan Fine Biotech Co., Ltd, КНР) на ав-
томатическом анализаторе ADALTIS Personal 
LAB (Adaltis S.r.l., Итали). Статистический 
анализ выполнялся с помощью IBM SPSS 
Statistics 19.

Результаты
Медиана уровня PAD-4 до лечения в крови 

больных женщин составила 9,0 (7,0-12,1) нг/ мл, 
в крови здоровых 1,5 (0,0-2,0) нг/мл, различие 

Молекулярно-биологический 
подтип

Molecular-biological subtype 

Число 
наблюдений

Amount of cases

Среднее значение PAD-4, нг/мл
Mean value PAD-4, ng/ml

Ст. ошибка
Mean-square error

Люминальный А
Luminal A 35 11,0514 0,93345

Люминальный В HER2-
Luminal В HER2- 22 11,8955 1,15362

Люминальный В HER2+
Luminal В HER2+ 12 10,7917 2,89177

Нелюминальный HER2+
Non-luminal HER2+ 7 7,9857 0,47027

Тройной негативный
Triple negative 8 9,9 1,466

Контрольная группа
Control group 20 1,92 0,314

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ПЕПТИДИЛ-АРГИНИН ДЕИМИНАЗЫ 4 ТИПА (PAD-4) В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ 
МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИХ ПОДТИПАХ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ И В КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЕ (ЗДОРОВЫЕ 
ЖЕНЩИНЫ)

TABLE 1. SERUM LEVEL OF ENZYME PEPTIDYL ARGININE DEIMINASE TYPE 4 (PAD-4) IN DIFFERENT MOLECULAR-
BIOLOGICAL SUBTYPES OF BREAST CANCER AND CONTROL GROUP (HEALTHY INDIVIDUALS)
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статистически значимо (U-критерий Манна–
Уитни, U = 38,500, p < 0,001). Все женщины 
исследуемой группы были разделены по сур-
рогатным критериям стандартного иммуноги-
стохимического исследования на 5 молекуляр-
но-биологических подтипов: 1 – люминальный 
рак А (положительные рецепторы эстрогена и 
прогестерона, Ki-67 ≤ 20%), 2 – люминальный 
рак В HER2 отрицательный (Ki-67 > 20%), 3 – 
люминальный В HER2 положительный рак, 
4 – нелюминальный HER2 положительный 
рак, 5 – тройной негативный рак. Результаты 
тестирования для этих подгрупп и контрольной 
группы показаны в таблице 1.

Среднее значение PAD-4 для люминаль-
ных подтипов рака оказалось равным 11,6± 
6,14 нг/ мл, для нелюминальных – 8,82± 
3,31 нг/мл, различие значимо при р = 0,041. 
У 41 пациентки кровь была взята повторно, 
через 20-24 дня после операции. Медиана 
уровня фермента после операции состави-
ла 9,0 нг/мл (6,9-13,1), значимых отличий с 
уровнем до лечения нет (критерий Вилкок-
сона Z = -0,54, p = 0,59). При исследовании 
непараметрических корреляций (тест Спир-
мена) уровня PAD-4 до лечения с размером 
опухоли, возрастом пациентки, SUV опухоли 
при позитронно-эмиссионной томографии, 
количеством пораженных лимфоузлов, сте-
пенью злокачественности, стадией по TNM, 
уровнем KI-67 имелась корреляционная связь 
с возрастом (rs = 0,2; p = 0,049). При иссле-
довании корреляций с теми же показателями 
уровня PAD-4 после лечения имелась корре-
ляционная связь со значением N в классифи-
кации TNM (rs = 0,346; p = 0,031). Для SUV 
опухоли установлена средняя прямая корре-
ляционная связь с молекулярно-биологиче-
ским подтипом опухоли (rs = 0,57; p = 0,031), 

с уровнем KI-67 (rs = 0,634; p < 0,001) и слабая 
со степенью злокачественности (rs = 0,352; 
p = 0,030).

Обсуждение
Полученные данные свидетельствуют, 

что уровень пептидил-аргинин деиминазы 4 
типа (PAD-4) в сыворотке крови пациенток 
с диагнозом «рак молочной железы» значимо 
выше, чем у здоровых женщин, что согласует-
ся с литературными данными. В нашем иссле-
довании не подтверждено описанное другими 
авторами снижение уровня фермента после 
удаления опухоли. При контрольном заборе 
крови через 20-24 дня после операции зна-
чимого снижения уровня фермента в нашем 
исследовании не выявлено. Прямое сравне-
ние результатов считаем неоправданным – 
использовались разные тест-системы, разные 
контингенты больных, сроки забора матери-
ала. По нашим данным, уровень PAD- 4 при 
более благоприятном по прогнозу люминаль-
ном раке молочной железы оказался выше, 
чем при более агрессивном нелюминальном и 
тройном негативном раке. Это может свиде-
тельствовать о более эффективной защите от 
иммунного ответа более агрессивных опухо-
лей, хотя эта гипотеза на данный момент не 
может считаться подтвержденной.

В целом сделаны только первые шаги к по-
ниманию возможной роли пептидил-аргинин 
деиминазы 4 типа в патогенезе рака молочной 
железы. Оценивая результаты тестирования 
при разных подтипах рака молочной железы, 
следует учитывать, что гетерогенность забо-
левания далеко не исчерпывается упрощен-
ным разделением на подтипы по результатам 
иммуногистохимического исследования. 
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